微小残留病（Minimal residual disease，MRD）指白血病患者经诱导化疗或骨髓移植获得形态学完全缓解（CR）后体内仍残存的形态学上不能检测到的少量白血病细胞。MRD概念的提出是由于人们发现用形态学方法评价疗效及预后存在不足，即治疗后达到CR的患者中很多人会在不同时间间隔后复发。随着技术的进步，MRD检测方法呈现多样化，检测的敏感性也不断提高；近年来，部分学者提出MRD的术语的含义应该是可检测残留病（Measurable residue disease），但目前尚存争议。

遗传学特征作为AML治疗前疾病指标，是目前白血病预后判断最重要的指标。MRD作为白血病治疗后的指标，与遗传学互补可以更好判断白血病患者的预后。MRD与遗传学作为预后判断指标，其优劣如下：①目前白血病的突变谱显示，大量的遗传学突变是低频突变，由于阐明这些低频突变的预后意义需要大量的白血病患者，因此许多突变的预后意义很难被认识；②遗传学资料不能指出治疗过程中哪些患者可以停止治疗，哪些患者需要继续治疗，而MRD有可能实现这一目标；③治疗前的遗传学信息，不能整合所有的患者信息，如治疗方案、患者对治疗药物的代谢情况、多种遗传学突变预后的相互作用等，而实时动态标记的MRD可以整合这些信息。

2018年欧洲白血病网（ELN）发布了自己的MRD监测指南[@b1]，本文我们将围绕MRD的预后意义、以MRD为基础的分层治疗以及以MRD为基础的抢先干预3个方面综述目前急性髓系白血病（AML）MRD的研究进展。

一、MRD的检测方法

MRD的检测目标是高敏感、高特异地识别可致复发的白血病细胞。目前MRD的检测方法主要有PCR和多参数流式细胞术（MFC），还有在发展中的二代测序（NGS）及数字PCR等。MFC、PCR和形态学检测白血病细胞3种方法敏感性各不相同，形态学能检测到10^−2^水平的白血病细胞；MFC可达10^−4^检测水平；PCR检测过表达基因（GE-PCR），如WT1可检测到10^−4^水平白血病细胞的存在，检测融合基因（如核心结合因子）和特殊突变（NPM1突变）可达到10^−6^检验水平；NGS可达到10^−6^检验水平[@b2]。

MFC与PCR检测MRD的比较见[表1](#t01){ref-type="table"}。PCR检测融合基因仅适用于一部分AML患者，但PCR具有更高的敏感性和特异性。与PCR方法相比，MFC的优点主要是适用更多的AML患者，不足之处主要在于MFC对检验人员的技术和经验有一定要求，结果判读包含一些主观因素，这些使实验室间的合作十分困难。ELN今年给出了MFC检验技术的相关推荐以推进检测流程的标准化[@b1]，但尚有争议。其他技术如NGS、数字PCR等由于费用高、相关技术尚不完善还未广泛应用，但它们在检测上各有优势，未来可能有更好的发展。

###### 流式细胞术（MFC）与PCR检测微小残留病（MRD）特征比较

  特征       MFC                                                                        PCR
  ---------- -------------------------------------------------------------------------- ---------------------------------------------
  敏感性     10^−4^                                                                     10^−4^～10^−6^
  特异性     低于PCR                                                                    较高
  适用范围   几乎全部患者                                                               约40%的存在合适分子异常的急性髓系白血病患者
  检测技术   对检验人员的技术和经验有一定要求，结果判读包含一些主观因素                 检测过程更易标准化
  检测靶点   存在跨系抗原表达、抗原表达不同步、抗原表达增强或减少、抗原漂移等影响检测   疾病过程中靶点稳定

二、MRD的临床意义

1．MRD的预后意义：大量临床研究肯定了MRD的预后意义，不同治疗阶段、不同亚型、不同危险分层AML的MRD与复发、无事件生存（EFS）、总生存（OS）等的关系均有研究。Terwijn等[@b3]对成人AML的研究发现，无论在第1个疗程诱导治疗、第2个疗程诱导治疗还是巩固治疗后，MRD阳性患者复发率均高于阴性患者。Buccisano等[@b4]对143例成人AML患者的研究显示，巩固治疗后达CR的低中危患者中，MRD阳性和阴性患者4年无复发缓解（RFS）率、OS率、累积复发率（CIR）均有显著差异。Inaba等[@b5]对203例儿童及青少年AML MRD的随访研究发现，在形态学检测原始细胞比例的基础上，MFC MRD和预后之间仍存在明显的相关性。研究也证实针对AML1-ETO、CBF-MYH11等融合基因的MRD可以作为预后指标[@b6]。目前众多研究已经证实，PCR MRD与MFC MRD均是AML的独立预后因素[@b1],[@b3],[@b5]。

2．MRD的阈值：常见的PCR检测MRD的主要标志包括AML1-ETO（RUNX1-RUNX1T1）、CBFβ-MYH11和NPM1。首轮诱导缓解后，骨髓中AML1-ETO下降\>3个对数级、外周血CBFB-MYH11拷贝数减少\>10对复发的预测最有价值。巩固治疗后，骨髓中AML1-ETO下降超过4个对数级或拷贝数减少\>500，外周血CBFB-MYH11下降\>10拷贝对复发的预测最有价值。治疗结束后，AML1-ETO外周血下降\>100拷贝，骨髓下降\>500拷贝；CBFB-MYH11外周血下降\>10拷贝，骨髓下降\>50拷贝时，对复发的预测最有价值，且以上均能有效提示生存期。该研究提示不同取材部位、不同治疗时期可存在不同的最佳阈值。Zhu等[@b7]和Jourdan等[@b8]的研究也有类似发现。Krönke等[@b9]认为，第2个疗程诱导治疗后NPM1下降3个对数是非常强的预后因子，也有研究定义为骨髓NPM1突变\<0.1%[@b10]。对于AML1-ETO及CBFB-MYH11，一般认为第1个巩固治疗后，基因下降3个对数级可以作为MRD的阈值。

关于MFC MRD阈值的选择学界存在较大争议，既往研究中，阈值多根据MFC MRD检测的敏感度限定于0.035%\~1.000%。对不同监测时间点阈值的选择，Terwijn等[@b3]对471例成人AML患者的研究显示，在第1次诱导缓解治疗后中位MRD为0.040%，当阈值在0.05%\~0.8%时，MRD阴性和阳性患者的复发率差异均有统计学意义；第2个疗程诱导缓解治疗和巩固治疗后，中位MRD分别为0.023%和0.021%，阈值分别定在0.04%和0.01%时，都可以把患者区分为预后不同的两组。目前尚缺乏AML不同亚型中MRD检测值与预后的关系，但O\'Connor等[@b11]研究急性淋巴细胞白血病（ALL）不同亚型中MRD与复发率间的关系，发现不同亚型中MRD水平与复发率的对应关系并不相同。这些研究提示不同亚型、不同治疗时期可能存在不同的最佳阈值，还有学者认为不应限定具体阈值，进一步研究不同MRD检测值对应的不同生存期。ELN指南认为0.1%与预后相关性较好，适合作为MRD阴性与阳性的分界点[@b1]，但对于0.1%以下MRD的临床意义还是需要进一步研究，阐明是否具有临床意义。

3．MRD的监测时点：目前有报道的监测时间点从诱导治疗开始后2周，首次、第2个疗程治疗结束后，以至巩固治疗结束后，当然对于巩固治疗结束后、复发后及骨髓移植后的MRD也研究，研究者试图阐明何时监测最有意义。Langebrake等[@b12]分析了AML患者诱导治疗后第15天、第29天、第60天、第96天的MRD数据，发现早期时间点（第15天、第29天）MRD就开始具有预后意义。Terwijn等[@b3]对成人AML的研究认为，巩固治疗后的MRD水平预后意义更大。目前还没有AML复发后MRD与预后关系的研究，Jabbour等[@b13]对ALL复发患者的研究中发现，第一次解救性治疗后MRD是患者的预后因素，但第二次复发，解救治疗后的MRD不具有预后意义。黄晓军教授团队在AML患者移植前及标危急性白血病患者移植后的第1、2、3、4.5、6、9、12个月监测患者的MRD，发现移植前MRD阴性患者复发率更低，移植后1年内MRD检测持续阴性的患者复发率和无病生存（DFS）率更低，这两项研究提示了移植前后MRD的监测时点[@b14]--[@b15]。这些研究提示，不同亚型、不同危险分组、不同治疗阶段可能存在不同的最佳监测时间点。早期的监测有利于早期判断预后，从而指导患者的治疗，另外，治疗早期，患者体内存在更多的白血病细胞，对检测技术的要求相对较低。但是治疗后期如果存在MRD，提示白血病对既往的治疗耐药，高度提示复发，这种情况需要进行异基因造血干细胞移植或者尝试新药治疗。巩固治疗结束后积极监测则有助于早期发现复发。ELN指南推荐诊断时、巩固治疗前、治疗结束后均应检测MRD，巩固治疗结束后2年内应每3个月监测1次[@b1]。但每3个月监测1次MRD，更适用于AML1-ETO和CBF-MYH11，因为这两个融合基因从出现MRD到血液学复发的时间均大于3个月[@b6]，而对于NPM就有点长了，因为它从出现MRD到血液学复发的时间只有62 d[@b16]。对进行MFC MRD监测的巩固治疗结束后患者来说，MRD阳性者的中位复发时间同样影响监测频率，但这一中位复发时间尚有待研究确认。

4．MRD转阴时点与疗效的关系：Terwijn等[@b3]对成人AML的研究发现，相较首轮诱导化疗和第二轮诱导化疗，巩固治疗后MRD阳性患者CIR更明显区别于MRD阴性患者，第二轮诱导化疗后的MRD并未在巩固治疗后患者预后的多因素分析中展现出重要性，巩固治疗后的MRD水平预后意义更大。Maurillo等[@b17]也持相似观点。与以上结论有所不同的是，Willekens等[@b18]分析了94例开始行强化治疗的AML1-ETO阳性AML患者2年AML1-ETO的监测数据，结论为取得完全分子缓解的时间对预后无影响。对AML1-ETO阳性AML来说，目前治疗方案的有效性可能是其MRD转阴时点不影响预后的重要原因。这些不同的研究结论提示，不同亚型、不同治疗方案中转阴时点与疗效的关系可能不同。

三、MRD指导治疗

1．以MRD为基础的分层治疗：目前主要根据年龄、遗传学等因素等对患者进行静态分层，MRD与预后的密切关系提示我们将MRD列入危险分层的考虑因素，根据AML治疗后反应，对治疗前的静态因素重新进行动态的危险分层。以MRD为基础的分层治疗在ALL中的研究较多，Zugmaier等[@b19]对已取得CR且3次强化治疗后MRD阳性的前体B-ALL患者的研究发现，经靶向CD19^+^ T细胞的Blinatumomab单抗治疗后MRD转阴的患者与未转阴患者相比OS、RFS、缓解期更长，侧面肯定了ALL中以MRD为基础的治疗策略。以MRD为基础的分层治疗在AML中的研究较少。Rubnitz等[@b20]对232例儿童AML患者进行研究，根据首次诱导治疗后MRD水平决定第2次诱导治疗的时间和药物，再综合MRD和诊断时的遗传学异常进行最终危险分层，决定巩固治疗方案。Zhu等[@b8]将116例处于第1次CR的AML1-ETO AML患者依据第2次巩固治疗后MRD的状态进行分层治疗，发现以MRD为基础的治疗是复发、DFS和OS的独立预后因素。但目前还缺乏前瞻性随机对照研究证实根据MRD进行分层治疗可以提高AML的疗效或减轻AML的治疗强度。同时，在哪个治疗阶段依据MRD水平进行分层治疗效果最佳也有待进一步研究。

2．以MRD为基础的抢先干预（pre-emptive）：AML中MRD阳性患者常在短期内形态学复发，因此我们希望对形态学尚未复发而MRD阳性的患者进行预清除治疗，从而避免形态学复发。Grimwade等[@b21]对406例急性早幼粒细胞白血病（APL）患者的研究显示，对MRD阳性的患者早期砷剂治疗可避免其向形态学复发进展，且从分子学复发开始，1年RFS率达73%，3年累计复发率仅15%。Esteve等[@b22]对52例APL患者的研究显示，在出现分子学复发时即进行抢救性治疗，相比达到目前复发标准后再治疗，患者预后更好。Sockel等[@b23]对10例NPM1^+^ AML患者的研究发现，阿扎胞苷对NPM1^+^ AML的MRD具有一定的治疗作用，但如果没有进行移植，即使有效的患者也会最终复发。对于根据MRD进行预清除治疗能否进一步改善AML的疗效还需要前瞻性研究证实。但根据笔者的经验，排除假阳性的MRD复发，如果不选择新的治疗方法，如异基因造血干细胞移植，仅仅是重复先前的治疗，即使MRD再次转阴，这些患者最终也会形态学复发。因此，MRD的持续存在提示白血病细胞对先前治疗的低敏感性，后续同类型的治疗很难被治愈。

四、结语

目前来看，MRD检测技术及临床研究均有较大进展。首先我们可以确定MRD是AML的独立预后因素，它可以用于预后判断。需要注意的是，MRD的预后意义受到多种因素的影响，如检测方法、设定的阈值、检测的时间点、治疗方案等。同时还要注意到，不同类型的白血病其MRD的检测方法、设定的阈值和检测的时间点可能也有所不同。因此在判读MRD的临床意义时，要综合考虑这些因素。

不同于遗传学等治疗前预后指标，MRD作为治疗后预后指标，因为这时治疗已经发生，用于判断预后的意义不如遗传学指标。MRD作为治疗后的动态指标，重点应该用于根据MRD进行分层治疗，这些在儿童ALL中已经得到了较为广泛的应用，未来需要前瞻性临床研究证实这种动态分层在AML治疗中的意义，并提供相应的方案。根据MRD进行预清除治疗也是一个重要的研究方向。但从目前的研究结果来看，MRD复发提示对先前的治疗无效，使用既往的治疗方案进行预清除治疗的意义有待证实。而使用包括异基因造血干细胞移植在内的新的治疗方案才能有效提高预清除的疗效。
